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Beschreibung; 

Macherev, Nagel GmbH & Co. Handelsgesellschaf t . 
Valencienner Str. 11, D-52355 Duren 

Trennmaterial zur Reinigung von Proteinen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Trennmaterial fur 
die Reinigung von His-Tag-Proteinen, sowie eine Saule, 
welche dieses Trennmaterial enthalt. 

Das Trennmaterial wird bei der immobilisierten Metallio- 
nen-Af f initats-Chromatographie ( IMAC ) eingesetzt . Das 
Prinzip beruht auf der reversiblen Bindung bestimmter 
Aminosauren, wie Histidin, Tryptophan, Tyrosin oder 
Phenylalanin, an immobilisierten Metallionen, wie Co 2+ 
oder Ni 2+ . Die Immobilisierung erfolgt liber eine chelati- 
sierende Gruppe, die kovalent mit einem Tragermaterial 
verbunden ist. Die Bindung zwischen Aminosaureresten ei- 
nes Proteins und den Metallionen kann durch Absenkung des 
pH-Wertes oder durch eine Verdrangungsreaktion mit Imida- 
zol aufgehoben werden. Die IMAC hat sich zu einer der 
wichtigsten Methoden zur Reinigung von rekombinanten Pro- 
teinen entwickelt, die am N- oder C-Terminus mit einem 
Polyhistidin-Peptid fusioniert sind. Man spricht daher 
von Polyhistidin-Fusionsproteinen. Es existiert eine 
Vielzahl von Polyhistidin-Peptiden , die sich in der An- 
zahl und Anordnung der Histidinreste und damit in der Af- 



finitat zu dem IMAC-Trennmaterial unterscheiden, z.B. 
(H) n , (H-X) n , (H-X 3 -H) n/ wobei H fur Histidin steht und X 
irgendeine Aminosaure sein kann. 

Zur Immobilisierung der Metallionen werden verschiedene 
chelatisierende Gruppen verwendet, wie z.B. Iminodiessig- 
saure (IDA), Nitrilotriessigsaure (NTA), carboxymethy- 
liertes Aspartat (CM-Asp) und Tris (carboxymethyl ) ethy- 
lendiamin (TED), Zweiwertige Metallionen werden von der 
IDA-Gruppe liber drei koordinative Bindungen f estgehalten, 
entsprechend spricht man von einem dreizahnigen Liganden. 
Der Chelat-Komplex hat zwei Koordinationsstellen ubrig, 
urn die Seitenkette einer Aminosaure, wie z.B. Histidin, 
zu binden. Da die Metallionen relativ schwach gebunden 
werden, konnen diese leicht ausgewaschen werden - dieses 
Phanomen bezeichnet man als „Metal-Leaching" . Der Verlust 
an Metallionen flihrt zu einer verringerten Bindungskapa- 
zitat und kann zu Problemen bei Folgeapplikationen fuh- 
ren. 

NTA und CM-Asp binden Metallionen iiber vier Koordinati- 
onsstellen und stellen somit vierzahnige Liganden dar. 
Wegen der festeren Bindung kommt es zu einer verringer- 
ten, aber noch problematischen Auswaschung von Metallio- 
nen . 

Bei Tris (carboxymethyl ) ethylendiamin (TED) handelt es 
sich urn einen funfzahnigen Liganden, der Metallionen iiber 
funf Koordinationsstellen bindet (Porath, J. und Olin, B. 
1983, Biochemistry 22:1621-1630): 



H 
I 

y. CHCOOH 
NCH2-CH2. N <^ 
I ^CHCOOH 
CHCOOH I 

I H 
H 



Die mit den Metallionen, insbesondere Ni 2+ -Ionen, gebil- 
deten Metall-Chelatkomplexe sind auBerst stabil, so dai3 
die Metallionen praktisch nicht ausgewaschen werden. Da 
nur eine Koordinationsstelle zur Bindung des Proteins zur 
Verfligung steht, besitzen TED-Phasen eine geringe Affini- 
tat zu den entsprechenden Proteinen. Dies fiihrt zu einer 
hoheren Selektivitat und damit zu einer geringen Bin- 
dungskapazitat fur Proteine. 

Die chelatisierenden Gruppen werden uber einen „Spacer" 
an Tragermaterialien gebunden. Als Tragermaterialien bie- 
ten sich insbesondere Weichgel-Tragermaterialien, wie Ag- 
arose, oder formstabile Tragermaterialien, wie hochver- 
netzte Polymermaterialien oder Kieselgele, an. Es werden 
ausschlieBlich Tragermaterialien mit einer mittleren Po- 
renweite ( Porendurchmesser ) von maximal 8 x 10* 8 m einge- 
setzt, da Tragermaterialien mit einer grofleren mittleren 
Porenweite als 8 x 10" 8 m dafiir angesehen werden, niedri- 
ge Bindungskapazitaten flir Proteine zu haben. Figueroa, 
A., Corradini, C, Feibush, B. und Karger, B.L. 1986, 
Journal of Chromatography 371:335-52, schlagen beispiel- 
weise vor, Tragermaterialien mit einer mittleren Poren- 
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weite von 3 x 10" 8 m (300 A) einzusetzen, Nachteilig ist, 
daB Trennmaterialien auf der Basis solcher Tragermateria- 
lien haufig eine nicht zuf riedenstellende Bindungskapazi- 
tat fur Proteine, insbesondere fur groBe rekombinante 
Proteine , auf weisen . 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Trennmate- 
rial fiir die immobilisierte Metallionenaf f initats-Chroma- 
tographie (IMAC) bereitzustellen, welches eine verbesser- 
te Bindungskapazitat fiir Proteine, insbesondere fiir grofie 
^ rekombinante Proteine, aufweist, auBerdem eine hohe Se- 

lektivitat beziiglich der Proteine hat und ein geringes 
„Metall-Leaching" aufweist . 

Die erf indungsgemaBe Losung dieser Aufgabe ist ein Trenn- 
material fiir die Reinigung von His-Tag-Proteinen , welches 
einen porosen Trager enthalt, an dem gemafl der nachfol- 
genden allgemeinen Formel I eine chelatisierende Gruppie- 
rung gebunden ist, 

Trager— Rl 



R3 
I 

.CHCOOH 

NCH2-CH2 N <^ 
I ^ CHCOOH 

CHCOOH I 
I R4 

R2 



wobei Rl eine 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte oder 
unver zweigte Alkylgruppe, eine 1-20 C-Atome enthaltende 
Aralkylgruppe , eine 1-20 C-Atome enthaltende Arylgruppe 
oder eine 1-20 C-Atome sowie mindestens eines der Elemen- 



te N, S, O, P enthaltende Heteroarylgruppe ist, R2 , R3 
und R4 gleich oder verschieden sind, sowie fur Wasser- 
stoff, fiir 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte oder un- 
verzweigte Alkylgruppen , fiir 1-20 C-Atome enthaltende 
Aralkylgruppen und/oder fiir 6-18 Ringatome enthaltende 
Arylgruppen stehen und der Trager eine mittlere Porenwei- 
te (Porendurchmesser ) von groBer als 10" 7 m (1000 A) hat. 

Eine weitere erf indungsgemafle Losung dieser Aufgabe ist 
ein Trennmaterial fiir die Reinigung von His-Tag- 
Proteinen, welches einen porosen Trager enthalt, an dem 
gemaB der nachf olgenden allgemeinen Formel II eine chela- 
tisierende Gruppierung gebunden ist, 



wobei Rl eine 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte oder 
unverzweigte Alkylgruppe, eine 1-20 C-Atome enthaltende 
Aralkylgruppe, eine 1-2 0 C-Atome enthaltende Arylgruppe 
oder eine 1-20 C-Atome sowie mindestens eines der Elemen- 
te N, S, O, P enthaltende Heteroarylgruppe ist, R2 , R3 
und R4 gleich oder verschieden sind und fiir Wasserstoff, 
fiir 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte oder unverzweigte 
Alkylgruppen , fiir 1-20 C-Atome enthaltende Aralkylgruppen 
und/oder fiir 6-18 Ringatome enthaltende Arylgruppen mit 



R3 




CHCOOH 



CHCOOH 



R4 



R2 



der MaBgabe stehen, dafl maximal zwei der Reste R2 , R3 und 
R4 als Wasserstoff vorliegen. 

Die Erfindung beruht auf der Feststellung , dafl die Bin- 
dungskapazitat der Trennmaterialien fur Proteine, insbe- 
sondere fur grofie rekombinante Proteine, durch die Ein- 
fiihrung von Alkylsubstituenten in das TED-Molekiil und 
durch den Einsatz von Tragermaterialien mit einer mittle- 
ren Porenweite von grofler als 10" 7 m (1000 A) verbessert 
werden. Dies ist insofern uberraschend, da selbst volumi- 
nose Proteine, wie z.B. das rekombinante GFP-Protein, 
welches bei zylindrischer Form lediglich eine Hohe von 
4,2 x 10" 9 m (42 A) und einen Durchmesser von 2,4 x 10~ 9 m 
(24 A) aufweist, ohne weiteres auch in Poren eindringen 
konnen, welche deutlich kleiner als 10" 7 m (1000 A) sind. 
Folglich ware eigentlich zu erwarten gewesen, da/3 sich 
mit einer Vergr6J3erung der Poren die Zuganglichkeit der 
Poren fur Proteine keinesfalls erhoht und daher sich die 
Bindungskapazitat nicht verbessert, sondern bedingt durch 
die kleinere Oberflache sogar verschlechtern sollte. 

Die durch die Erfindung gewahrleistete hohere Bindungska- 
pazitat ermoglicht es, daB bei gleicher Ausbeute gegen- 
uber dem Stand der Technik wesentlich geringere Mengen an 
Trennmaterial notwendig sind, wodurch ein kostengunstige- 
res Reinigungsverf ahren ermoglicht wird. Die Lange des 
fur R2, R3 und/oder R4 stehenden Alkylsubstituenten be- 
stimmt maBgeblich die Affinitat zwischen der chelatisie- 
renden Gruppierung und den zu reinigenden Proteinen. Pro- 
teine, die aufgrund einer geringen Affinitat zum TED- 



Standardmaterial schlecht gebunden werden, konnen durch 
„geeignete Auswahl der Alkylgruppen" in hoher Ausbeute 
gereinigt werden. Das erf indungsgemaBe Trennmaterial eig- 
net sich insbesondere zur effektiven Reinigung von rekom- 
binanten His-Tag-Proteinen . 

Die mittleren Porenweiten wurden mit Hilfe der Quecksil- 
ber-Porosimetrie (Porotec GmbH, Hofheim) bestimmt, wobei 
die Porenweitenverteilung mit Hilfe der Washburn- 
Gleichung ermittelt wurde (E.w. Washburn, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1992. 7:115). 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
hat das Tragermaterial eine mittlere Porenweite von gro- 
fler als 1,2 x 10~ 7 m ( 1200 A). Besonders bevorzugt sind 
jedoch mittlere Porenweiten von 1,2 x 10" 7 bis 2 x 10~ 7 m 
(von 1200 bis 2000 A). 

- Rl - kann beispielsweise 




darstellen. Bevorzugt liegt entweder R2 , R3 und/oder R4 
als Alkylsubstituent vor . 
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In der Regel handelt es sich bei R2 , R3 und R4 jeweils urn 
den gleichen Substituenten. R2 , R3 und R4 konnen als Me- 
thyl-, Ethyl-, n-Propyl, i-Propyl-, n-Butyl, Isobutyl-, 
Oktyl- oder Octadecylgruppe vorliegen. 

Allerdings ist es auch moglich, daB R2 , R3 und R4 als 
Aryl und/oder Aralkylgruppen wie Phenyl oder Benzylgrup- 
pen vorliegen. 

ZweckmaBigerweise werden druck- und formstabile Tragerma- 
terialien eingesetzt, welche die Vorteile haben, daB die- 
se leicht und reproduzierbar abflillbar sind, daB diese in 
den entsprechenden Chromatographiesaulen ein stabiles 
Bett ausbilden, daB diese in trockener Form lagerstabil 
sind und daB diese sich aufgrund ihrer stabilen Poren- 
struktur und Partikelf orm schnell und ohne Volumenande- 
rung aquilibrieren . Ein stabiles Bett der Tragerpartikel 
bietet den Vorteil, daB die rekombinanten Proteine wah- 
rend der Chromatographie bei ihrem Weg durch die Saule 
mit besonders vielen Bindungsstellen in Kontakt geraten. 
Aus diesem Grund reicht bei der Chromatographie ein lang- 
samer FluB durch das Trennmaterial aus, urn eine optimale 
Bindung der rekombinanten Proteine an das Tragermaterial 
zu gewahrleisten. Als druck- und formstabile Tragermate- 
rialien werden insbesondere anorganische Materialien, wie 
Kieselgel, eingesetzt. Alternativ dazu kommen jedoch auch 
organische Materialien, wie vernetzte Polymere, in Frage. 
Diese Polymere konnen beispielsweise als Polystyrol- 
Divinylharze oder Methacrylatharze vorliegen. 
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Die Erfindung wird nachstehend anhand von Ausf iihrungsbei- 
spielen unter Bezugnahme auf die beiliegende Zeichnung 
naher erlautert. In der Zeichnung zeigt: 



Figur 1 ein Saulendiagramm, in dem die an erf indungsge- 
maflem Trennmaterial und die an Trennmaterial 
nach dem Stand der Technik gebundene Proteinma- 
sse in Abhangigkeit von der PorengroBe des je- 
weiligen Trennmaterials dargestellt ist, 

Figur 2 ein Saulendiagramm, welches die an erfindungs- 
gemaBem Trennmaterial und die an Trennmaterial 
nach dem Stand der Technik gebundene Proteinma- 
sse darstellt, 

Figur 3 ein Saulendiagramm, welches die Masse an gebun- 
denem Protein in Abhangigkeit von verschiedenen 
erf indungsgemafien Trennmaterialien des „ TED- 
Typs" darstellt und 

Figur 4 ein Saulendiagramm, welches die Masse des an 
Trennmaterial gebundenen Polymers in Abhangig- 
keit von der GroBe des eingesetzten Saulenbetts 
am Beispiel von zwei verschiedenen erfindungs- 
gemaBen Trennmaterialien des „TED-Typs" dar- 
stellt . 
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Beispiel 1: 

Bindung der Vorstufe der chelatisierenden Gruppierung an 
den Trager - Umsetzung von Kieselgel mit 3- ( 2-Aminoethyl- 
amino ) propy Itrimethoxysilan 

100 g Kieselgel mit einer mittleren Porenweite von 
1,5 x 10" 7 m ( 1500 A) (alternativ 2,4 x 10" 8 m (240 A) und 
einer Partikelgrofle von 50 (alternativ 20 und 120 pm) 

werden in 400 ml absolutem Xylol suspendiert. Man fligt 20 
ml 2-Aminoethylaminopropyltrimethoxysilan hinzu und er- 
hitzt 16 h zum Sieden. Das Kieselgel wird abfiltriert, 
mit Methylenchlorid, Methanol und Wasser gewaschen sowie 
anschliefiend getrocknet. 

Beispiel 2: 

Ausbildung der immobilisierten chelatisierenden Gruppie- 
rung gemafl Formel I mit (Rl = -CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , R2 = R3 = R4 
= H - Umsetzung des Kieselgels aus Beispiel 1 mit Bromes- 
sigsaure - Herstellung des Trennmaterials Ni-TED-Silika-E 

100 g 3- ( 2-Aminoethylamino)propyltrimethoxysilanmodif i- 
ziertes Kieselgel aus Beispiel 1 und 24 g Natriumiodid 
werden in 600 ml Methanol eingeruhrt. Man fiigt eine L6- 
sung von 42,4 g 2-Bromessigsaure und 12,2 g Natrium- 
hydroxid in 20 ml Wasser hinzu und erhitzt 16 h zum Sie- 
den. Das Kieselgel wird abfiltriert und mit Methy lenchlo- 
rid, Methanol, Wasser, 0,1 M Nickelsulf atlosung und Was- 
ser gewaschen. 



11 



Beispiel 3 : 

Ausbildung der immobilisierten chelatisierenden Gruppie- 
rung gemafi Formel II mit (Rl = -CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , R2 = R3 = 
R4 = CH 3 - Umsetzung des Kieselgels aus Beispiel 1 mit 2- 
Propionsaure - Herstellung des Trennmaterials Ni-TED- 
Silika-P 

100 g 3- ( 2-Aminoethylamino)propyltrimethoxysilanmodif i- 
ziertes Kieselgel aus Beispiel 1 und 24 g Natriumiodid 
werden in 600 ml Methanol eingeriihrt. Man fiigt eine L6- 
sung von 4 6 , 7 g 2-Brompropionsaure und 12 , 2 g Natrium- 
hydroxid in 20 ml Wasser hinzu und erhitzt 16 Stunden zum 
Sieden. Das Kieselgel wird abf iltriert und mit Methylen- 
chlorid, Methanol, Wasser, 0,1 M Nickelsulf atlosung und 
Wasser gewaschen. 

Beispiel 4: 

Ausbildung der immobilisierten chelatisierenden Gruppie- 
rung gemafl Formel II mit (Rl = -CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , R2 = R3 = 
R4 = CH 2 -CH 3 - Umsetzung des Kieselgels aus Beispiel 1 
mit 2-Brombutansaure - Herstellung des Trennmaterials Ni- 
TED-Silika-B 

100 g 3- ( 2-Aminoethylamino ) propyl trimethoxy si lanmodifi- 
ziertes Kieselgel aus Beispiel 1 und 24 g Natriumiodid 
werden in 600 ml Methanol eingeriihrt. Man fiigt eine L6- 
sung von 51,0 g 2-Brombutansaure und 12,2 g Natrium- 
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hydroxid in 20 ml Wasser hinzu und erhitzt 16 Stunden zum 
Sieden. Das Kieselgel wird abfiltriert und mit Methylen- 
chlorid, Methanol, Wasser, 0,1 M Nickelsulf atlosung und 
Wasser gewaschen. 

Beispiel 5: 

Ausbildung der immobilisierten chelatisierenden Gruppie- 
rung gemafl Formel II mit (Rl = -CH 2 -CH 2 -CH 2 - ) , R2 = R3 = 
R4 = CH 2 -CH 2 -CH 3 - Umsetzung des Kieselgels aus Beispiel 1 
mit 2-Bromcapronsaure - Herstellung des Trennmaterials 
Ni-TED-Silika-H 

100 g 3-( 2-Aminoethylamino)propyltrimethoxysilanmodif i- 
ziertes Kieselgel aus Beispiel 1 und 24 g Natriumjodid 
werden in 600 ml Methanol eingeruhrt. Man fugt eine L6- 
sung von 59,5 g 2-Bromcapronsaure und 12,2 g Natrium- 
hydroxid in 20 ml Wasser hinzu und erhitzt 16 Stunden zum 
Sieden. Das Kieselgel wird abfiltriert und mit Methylen- 
chlorid, Methanol, Wasser, 0,1 M Nickelsulf atlosung und 
Wasser gewaschen. 

Beispiel 6: 

Bindung von Polyhistidin-Fusionsproteinen an IMAC-Trenn- 
materialien mit unterschiedlicher Porengrofie 

Die Kammern einer 96-Kammer-Filtrationseinheit wurden mit 
folgenden Trennmaterialien befiillt: 
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- 75 mg des gemafl Beispiel 2 gewonnenen Ni-TED-Silica-E 
mit einer mittleren Porenweite von 5 x 1(T 7 m (1500 A) 
und einem Partikeldurchmesser von 50 /jm 

- 75 mg des gemaB Beispiel 2 gewonnenen Ni-TED-Silica-E 
mit einer mittleren Porenweite von 2,4 x 10" 8 m (240 A) 
und einem Partikeldurchmesser von 50 jum 

- 75 mg Ni-TED-Silica von Active Motif mit einer mittle- 
ren Porenweite von 7,8 x 10" 8 m (780 A) und einem Par- 
tikeldurchmesser von 50 ^m. 

Die Filtrationseinheit wurde auf eine Vakuumkammer 
(Macherey-Nagel ) plaziert, urn die im folgenden genannten 
Losungen durch das Trennmaterial zu saugen. Das Trennma- 
terial wurde mit 2 ml Puffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM 
NaCl, pH 8) aquilibriert und mit einem geklarten Escheri- 
chia coli-Lysat, das das rekombinante Protein 6xHN-GFPuv 
enthielt, beladen. Bei dem rekombinanten Protein 6xHN- 
GFPuv handelt es sich urn eine Variante des „Green Fluore- 
scent Protein", das mit einem sechs Histidin enthaltenden 
Peptid (6xHN, BD Clontech) fusioniert ist. Wahrend des 
Durchsaugens des Lysats durch das Chromatographiebett er- 
folgte die Bindung des Proteins an das Trennmaterial, Die 
Menge des Histidin-markierten „Green Fluorescent Pro- 
teins" im klaren Lysat und im DurchfluB wurde mittels 
Fluoreszenzmessung (Anregung: 360 nm, Emission: 530 nm) 
bestimmt. Durch Subtraktion der Werte flir den DurchfluB 
und fur das Lysat erhalt man die Menge des „Green- 
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Fluorescent Proteins", das an das Trennmaterial gebunden 
hat . 

Die Versuchsergebnisse sind in Figur 1 veranschaulicht . 
Sie zeigt die Masse des an Ni-TED-Silica gebundenen Pro- 
teins 6xHN-GFPuv in Abhangigkeit von der mittleren Poren- 
weite des Trennmaterials . Dabei steht a flir \iq 6xHN- 
GFPuv, y fur Ni-TED-Silica 780 A (Active Motif), x' fur 
Ni-TED-Silica-E 240 A gemaB Beispiel 2, x fur Ni-TED- 
Silica-E 1500 A gemaB Beispiel 2, D flir DurchfluB und G 
fiir gebunden. 

An die Vergleichstrennmaterialien nach dem Stand der 
Technik, Ni-TED-Silica, mit einer mittleren Porenweite 
2,4 x 10" 8 m (240 A) und Ni-TED-Silica mit einer mittle- 
ren Porenweite von 7,8 x 10" 8 m (780 A) Active Motif bin- 
den nur 30 jug (18 %) der auf getragenen Proteinmenge (165 
}jg) . Im Gegensatz dazu werden von dem erf indungsgemaBen 
Trennmaterial (Ni-TED-Silica-E ) , das eine mittlere Poren- 
weite von 1,5 x 10" 7 m (1500 A) aufweist, 135 jug (82 %) 
gebunden. Dies ist im Vergleich zu der an dem kleinpori- 
gen Trennmaterial nach dem Stand der Technik gebundenen 
Proteinmasse ungefahr die 4,5-fache Menge. Das Experiment 
zeigt, daB durch die Erhohung der mittleren Porenweite 
von 7,8 x 10" 8 m (780 A) auf 1,5 x 10" 7 m ( 1500 A) ein 
enormer Anstieg der Bindekapazitat erreicht werden kann . 
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Beispiel 7: 

Bindung von Polyhistidin-Fusionsproteinen an Agarose- und 
Kieselgelbasierende IMAC-Trennmaterialien 

Der Versuch wurde wie in Beispiel 6 beschrieben durchge- 
fiihrt, wobei folgende Trennmaterialien eingesetzt wurden: 

- 75 mg des gemafl Beispiel 2 gewonnenen Ni-TED-Silica-E 
mit einer mittleren Porenweite von 1,5 x 10" 7 m (1500 
A) und einem Partikeldurchmesser von 50 ^m. 

- 100 pi (Bettvolumen, entsprechend ca. 100 mg) Ni-NTA- 
Superflow von Qiagen, welches ein Weichgel aus Agarose 
mit einem Partikeldurchmesser von 80 jum ist. 

Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Figur 2 darge- 
stellt. Sie zeigt die an den Trennmaterialien Ni-TED- 
Silica und Ni-NTA-Superf low gebundenen Massen des Pro- 
teins 6xHN-GFPuv, wobei a fur pg 6xHN-GFPuv, z flir Ni-NTA 
Superflow (Qiagen), x fur Ni-TED-Silica-E , 1500 A, D fur 
DurchfluB und G flir gebunden steht. 

Das Weichgel-Tragermaterial Ni-NTA-Suprf low (Qiagen) bin- 
det 70 pq des rekombinanten Proteins, beachtliche 95 jjg 
gelangen in den DurchfluB ( auf getragene Menge 165 mg) . Im 
Gegensatz dazu wird von dem erf indungsgemaBen Hartgelma- 
terial Ni-TED-Silica-E mit einer mittleren Porenweite von 
1,5 x 10" 7 m ( 1500 A) fast die doppelte Menge gebunden 
(135 pg) . Dieses Beispiel zeigt, daB beim Einsatz des 
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Weichgels ein langsamer Durchflufl durch die Chromatogra- 
phiesaule fur eine optimale Proteinbindung an das Trenn- 
material nicht ausreichend ist. Eine bessere Proteinbin- 
dung kann nur durch aufwendiges Schutteln oder wiederhol- 
tes Resuspendieren erreicht werden. Dies zeigt, daJ3 der 
Einsatz von Hartgel-Tragermaterialien gegeniiber Weichgel- 
Tragermaterialien vorteilhaft ist. 

Beispiel 8: 

Bindung von Polyhistidin-Fusionsproteinen an IMAC Trenn- 
materialien mit TED und TED-Modif ikationen als chelati- 
siererende Gruppe 

Der Versuch wurde gemaJ3 Beispiel 6 durchgef iihrt , wobei 
jeweils 100 mg der in den Beispielen 2-5 synthetisier- 
ten Trennmaterialien Ni-TED-Silica (E, P, B und H), wel- 
che einen Porendurchmesser von 1,5 x 10" 7 m ( 1500 A) und 
eine PartikelgroBe von 50 hatten, eingesetzt wurden. 

Als rekombinantes Protein wurde das „Green Fluorescent 
Protein" mit einem HAT-Polyhistidin-Peptid (BD Clontech) 
verwendet. Dieses Peptid enthalt sechs Histidine zwischen 
denen jeweils ein bis drei weitere Aminosauren eingefiigt 
sind. Das HAT-Peptid weist im Gegensatz zum 6xHN-Peptid 
(Beispiele 6, 1) eine geringere Affinitat zu TED- 
Trennmaterialien auf. 

Das Ergebnis des Versuchs ist in Figur 3 dargestellt. Sie 
zeigt die an Ni-TED-Silica Tragermaterial und dessen Mo- 
dif ikationen gebundene Menge des Proteins HAT-GFPuv . In 
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Figur 3 steht b fur jjq HAT-GFPuv, 1 flir Lysat, m fiir Ni- 
TED-Silica-E, n fur Ni-TED-Silica-P , o fur Ni-TED-Silica- 
B, p fur Ni-TED-Silica-H, D fiir DurchfluJ3 und g fiir ge- 
bunden . 

Das Trennmaterial Ni-TED-Silica-E bindet nur 130 ^g (47 
%) der auf genommenen Proteinmenge (280 /jg), wobei 150 jug 
(53 %) in den DurchfluJ3 gelangen. Im Gegensatz dazu sind 
im DurchfluB der Trennmaterialien Ni-TED-Silica-P, B und 
H nur 4 bis 10 % des Proteins nachweisbar. Entsprechend 
erhoht sich der Anteil des gebundenen Proteins auf 92 bis 
96 %. Dieser Versuch zeigt, daJ3 die Trennmaterialien mit 
den modif izierten TED-Gruppen (Ni-TED-P, -B, -H) eine 
deutlich hohere Affinitat zum Protein aufweisen als das 
Material mit der unveranderten TED-Gruppe (Ni-TED-Silica- 
E). Diese modif izierten TED-Gruppen sind folglich beson- 
ders gut fiir die Anbindung von Polyhistidin- 
Fusionsproteinen geeignet, die, wie in diesem Beispiel 
gezeigt, nur sehr schlecht an die Standard-TED-Gruppe 
binden. 

Beispiel 9: 

Bindung von Polyhistidin-Fusionsproteinen an IMAC- 
Trennmaterialien mit TED und TED-Modif ikationen als che- 
latisierende Gruppe in Abhangig von der Gr6i3e des Saulen- 
betts 

Der Versuch wurde gemafi Beispiel 6 durchgef uhrt , wobei 
Ni-TED-Silica-E und Ni-TED-Silica-P in unterschiedlichen 
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Mengen (150, 120, 90, 60 mg) eingesetzt wurden [mittlere 
Porenweite 1,5 x 10" 7 m ( 1500 A), PartikelgroBe 50 ^m]. 
Das Bakterienlysat enthielt 380 jug des rekombinanten 
6xHN-GFPuv-Proteins . 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Figur 4 dargestellt. 
Sie zeigt die bei Verwendung der Trennmaterialien Ni-TED- 
Silica-E und -P nicht gebundene Menge des Proteins 6xHN- 
GVPuv im DurchfluB in Abhangigkeit von der GroBe des Sau- 
lenbetts, wobei a fur jug 6xHN-GFPuv, m fur Ni-TED-Silica- 
E und n fur Ni-TED-Silica-P steht. 

Bei dem Einsatz des Trennmaterials Ni-TED-Silica-E flihrt 
die Verringerung der eingesetzten Menge an Trennmaterial 
von 150 auf 60 mg fast zu einer Verdoppelung des Anteils 
an nicht gebundenem Protein im DurchfluB. Im Gegensatz 
dazu sind bei dem Einsatz des Tragermaterials Ni-TED- 
Silica-P, welches eine modifizierte TED-Gruppe aufweist, 
die Verluste im DurchfluB auBerst gering* Dieser Versuch 
zeigt, daB das Trennmaterial mit der modif izierten TED- 
Gruppe eine groBere Bindungskapazitat aufweist als das 
Standard-TED-Material, so daB mit weniger Trennmaterial 
gearbeitet werden kann. 
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Anspriiche : 

Macher ev, Naael GmbH & Co, Handelsaesellschaf t . 
Valencienner Str. 11, D-52355 Duren 

Trennmaterial zur Reiniaung von Proteinen 

1. Trennmaterial fur die Reinigung von His-Tag- 
Proteinen, welches einen porosen Trager enthalt, an 
dem gemafi der nachf olgenden allgemeinen Formel I ei- 
ne chelatisierende Gruppierung gebunden ist, 

R3 
I 

y, CHCOOH 
Trager — Rl — NCH 2 -CH 2 N <^ 

I ^ CHCOOH 

CHCOOH I 
I R4 
R2 

wobei Rl eine 1-2 0 C-Atome enthaltende verzweigte 
Oder unverzweigte Alkylgruppe, eine 1-20 C-Atome 
enthaltende Aralkylgruppe, eine 1-20 C-Atome enthal- 
tende Arylgruppe oder eine 1-2 0 C-Atome sowie minde- 
stens eines der Elemente N, S, O, P enthaltende He- 
teroarylgruppe ist , 
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R2, R3 und R4 gleich oder verschieden sind sowie fur 
Wasserstoff, fur 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte 
oder unverzweigte Alkylgruppen , fur 1-20 C-Atome 
enthaltende Aralkylgruppen , und/oder fur 6-18 Ringa- 
tome enthaltende Arylgruppen stehen 

und der Trager eine mittlere Porenweite von groBer 
als 10" 7 m ( 1000 A) hat. 

2. Trennmaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Tragermaterial eine mittlere Porenweite 
von groBer als 1,2 x 10" 7 m (1200 A) aufweist. 

3. Trennmaterial nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Tragermaterial eine mittlere 
Porenweite von 1,2 x 10' 7 ( 1200 A) bis 2 x 10' 7 m 
(2000 A) aufweist. 

4. Trennmaterial fur die Reinigung von His-Tag- 
Proteinen, welches einen porosen Trager enthalt, an 
dem gemaB der nachf olgenden allgemeinen Formel II 
eine chelatisierende Gruppierung gebunden ist, 



R3 




CHCOOH 



CHCOOH 



R4 



R2 



3 



wobei Rl eine 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte 
oder unverzweigte Alkylgruppe, eine 1-20 C-Atome 
enthaltende Aralkylgruppe , eine 1-20 C-Atome enthal- 
tende Arylgruppe oder eine 1-2 0 C-Atome sowie minde- 
stens eines der Elemente N, S, O, P enthaltende He- 
teroalkylgruppe ist , 

R2 , R3 und R4 gleich oder verschieden sind und fur 
Wasserstoff, fiir 1-20 C-Atome enthaltende verzweigte 
oder unverzweigte Alkylgruppen, fur 1-2 0 C-Atome 
enthaltende Aralkylgruppen und/oder fiir 6-18 Ringa- 
tome enthaltende Arylgruppen mit der Mafigabe stehen, 
daJ3 maximal zwei der Reste R2 , R3 und R4 als Wasser- 
stoff vorliegen. 

5. Trennmaterial nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet , da/3 es sich bei R2 , R3 
und R4 jeweils urn den gleichen Substituenten han- 
delt . 

6. Trennmaterial nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl R2 , R3 und R4 als 
Methyl-, Ethyl-, n-Propyl, i-Propyl-, n-Butyl-, Iso- 
butyl-, Oktyl- oder Octadecylgruppe vorliegen. 

7. Trennmaterial nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl der Trager ein an- 
organisches Material ist . 



Trennmaterial nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl der Trager in Form 
von Kieselgel vorliegt. 

Saule, welche ein Trennmaterial gemaB eines der An- 
spruche 1 bis 8 enthalt. 
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